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(54) Title: METHOD FOR SYNTH ES1SING AND AMPLIFYING NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR SYNTHESE UND AMPLIFIKATION VON NUKLEINSAUREN 

(57) Abstract 

The invention relates to a method for synthesising and amplifying nucleic acids by means of an enzyme-catalysed reaction wherein 
a nucleic acid is copied on the basis of a single-stranded initiator nucleic acid without said initiator nucleic acid hybridising with the 
nucleic acid being copied. According to the inventive method, a linear nucleic acid is copied on the basis of an initiator nucleic acid with a 
single-stranded area at least at the 3' end. through the activity of a polymerase. The initiator nucleic acid does not need to be homologous 
with the nucleic acid being copied. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Synthese und Amplification von Nukleinsauren mittels einer Enzym-katalysierten Reaktion, 
bei der eine Nukleinsaure ausgehend von einer einzelstrangigen Initiatomukleinsaure kopiert wird, ohne da8 eine Hybrid isierung der 
Initiatomukleinsaure an die zu kopierende Nukleinsaure stattfindet. Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren, bei dem eine linearc 
Nukleinsaure ausgehend von einer zumindest am 3*-Ende einen einzelstrangigen Bereich aufweisenden Initiatomukleinsaure durch die 
Aktivitat einer Polymerase kopiert wird, wobei die Initiatomukleinsaure keine Homologie mit der zu kopierenden Nukleinsaure aufweisen 
muS. 
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Verfahren zur Synthese und Amplifikation von Nuklein- 
sauren 

5 Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur 
Synthese und Amplifikation von Nukleinsauren mittels 
einer Enzym-katalysierten Reaktion, bei der eine 
Nukleinsaure ausgehend von einer einzelstrangigen 
Initiatornukleinsaure kopiert wird, ohne dafi eine 

10 Hybridisierung der Initiatornukleinsaure an die zu 
kopierende Nukleinsaure stattfindet. Die Erfindung 
betrifft somit ein Verfahren, bei dem eine lineare 
Nukleinsaure ausgehend von einer zumindest am 3'-Ende 
einen einzelstrangigen Bereich aufweisenden 

15 Initiatornukleinsaure durch eine Polymerase-Aktivitat 
kopiert wird, wobei die Initiatornukleinsaure keine 
Homologie mit der zu kopierenden Nukleinsaure aufweisen 
mu£. Die diesem Verfahren zugrundeliegende Reaktion 
wird im folgenden als Initiator-gesteuerte Amplifika- 

20 tion (initiator-directed amplification, IDA) bezeich- 
net . 

Die Prozesse der DNA-Replikation, DNA-Ligation und RNA- 
Transkription und das zunehmende Wissen um die diesen 
25 Prozessen zugrundeliegenden Reaktionsmechanismen und - 
prinzipien haben die Basis fur verschiedene In vitro- 
Nukleinsaureamplif ikationss trategien gelief ert . 

Die zuerst realisierte Methode, allgemein als 
30 Polymerasekettenreaktion (polymerase -chain-reaction, 
PCR) bekannt, basiert auf einer DNA-Polymerase- 
katalysierten Replikation beider Strange einer Target- 
DNA-Sequenz, die durch zwei mit der Targe t-DNA-Sequenz 
homologe Oligonukleotidprimer initiiert wird. Dabei 
35 wird die Reaktions tempera tur zyklisch variiert, um die 
Denaturierung des DNA- Templates, gefolgt durch. die 
Hybridisierung der Primer an die Targetsequenz und 
schlieSlich die Polymerase-katalysierte DNA-Synth se zu 
erlauben. Diese in vitro-Amplif ikationstechnik verlangt 
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somit neben einem speziellen, zyklischen Temperatur- 
regime die Hybridisierung spezifischer Oligonukleotid- 
primer an eine spezifische DNA-Templatesequenz . Die in 
vitro-Amplif ikation mittels PCR sowie Modif ikationen 
5 und Weiterentwicklungen dieser Reaktion sind vielfach 
beschrieben worden, beispielsweise in Saiki, R.K. et 
al. (1985) Science 230, 1350-1354; Mullis, K.B. and 
Faloona, A. (1987) Methods Enzymol. 155, 335-350; EP- 
A2-0 200 362. 

10 

Eine andere Amplif ikationsmethode, genannt Ligaseket- 
tenreaktion (ligase-chain-reaction, LCR) , beruht wie 
die oben erwahnte PCR auf einem thermozyklischen 
ProzeS, wobei im Fall der LCR Ligationsprodukte von 

15 zwei Paaren von komplementaren Oligonukleotiden 
akkumulieren. Wie bei der PCR mussen auch hier 
Oligonukleotidprimer eingesetzt werden, deren Sequenz 
mit der Sequenz der Templatenukleinsaure identisch oder 
zumindest im wesentlichen identisch ist, so dafi eine 

20 spezifische Hybridisierung der Primer an die zu 

amplif izierenden Sequenzabschnitte stattfinden kann. 
Die LCR-Methode, mittels derer ausschlieSlich die durch 
die hinzugefugten Oligonukleotide reprasentierten 
Sequenzen amplifiziert werden konnen, ist ausfiihrlich 

25 beschrieben worden, inter alia, in Barany, F. (1991) 
PCR Methods Appl. 1, 5-16; EP-A2-0 439 182. 

Aus WO 90/01069 ist dariiber hinaus eine Amplif ikations- 
methode (PtLCR) bekannt, die die Merkmale der PCR und 
30 der LCR in sich vereinigt, also auf Polymerase- und auf 
Ligase-katalysierten Reaktionen beruht. 



35 



Wahrend es sich bei PCR, LCR und P&LCR um thermo- 
zyklische Amplif ikationsmethoden handelt, gelang es 
mittlerweile, auch isothermale Strategien in die Praxis 
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umzusetzen. Hier sind insbesondere die 11 self -sustained 
sequence replication" (3SR) , beschrieben u.a. in 
Guatelli, J.C- et al. (1990) Proc. Natl- Acad. Sci. USA 
87, 1874-1878; Fahy, E. et al . (1991) PGR Methods Appl. 
5 1, 25-33; EP-A2-0 373 960 und WO 92/08800, und die 
"nucleid acid sequence-based amplification 11 (NASBA) , 
beschrieben u.a. in Compton, J. (1991) Nature 350, 91- 
92, zu erwahnen. 

10 Sowohl die 3SR- als auch die NASBA- Strategie basieren 
auf in Retroviren beobachteten Replikationsprinzipien. 
In beiden Fallen initiiert die Hybridisierung eines zu 
dem 3'-Ende einer Target -RNA-Sequenz komplementaren 
Primers eine Reverse Transkriptase-katalysierte DNA- 

15 Synthese (first strand cDNA synthesis) . Im nachfolgen- 
den Schritt wird das RNA-Template durch die Aktivitat 
der RNase H aus Escherichia coli abgebaut, wodurch 
einem zweiten Primer, der an seinem 5'-Ende die 
Erkennungssequenz fur eine virale RNA-Polymerase, 

20 beispielsweise T7 -RNA-Polymerase, umfaSt, die 

Hybridisierung an das neusynthetisierte cDNA-Molekul 
ermoglicht wird. Nachdem der DNA-Doppelstrang durch die 
Aktivitat der Reverse Transkriptase (second strand cDNA 
synthesis) vervollstandigt worden ist und auch die T7- 

25 Promotorregion doppelstrangig vorliegt, synthetisiert 
die RNA-Polymerase zahlreiche RNA-Molekule, deren 
Sequenz der der ursprunglichen Target-RNA entspricht 
und die wiederum als Template in nachf olgenden Ampli- 
f ikationszyklen dienen. Auf diese Weise resultiert der 

30 spontane Wechsel zwischen Reverse Transkriptase-, RNase 
H- und RNA-Polymerase-katalysierten Reaktionen bei 
einer f estgesetzten Temperatur in einer exponent! ell en 
Amplifikation der Targetsequenz . 



35 
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Eine weitere i so thermal e Amplif ikationsmethode ist die 
als "strand displacement amplif ication 11 (SDA) 
bezeichnete Technik von Walker, G.T. et al. (1992) 
Nucl. Acids Res. 20, 1691-1696 und Proc. Natl. Acad. 
5 Sci. USA 89, 392-396; vgl. auch EP-A1-0 497 272 und EP- 
A2-0 500 224. In dieser Strategic wird das den isother- 
mal en Amplif ikationsmethoden anhaf tende Problem der 
Strangdissoziation der gebildeten Nukleinsauredupleees 
durch die Verdrangung ("Displacement") des komplemen- 

10 taren DNA-Stranges von der Targetsequenz wahrend der 

Syn these eines neuen Stranges gelost. Auch im Falle der 
SDA-Methode hybridisiert ein mit der Targetsequenz 
komplementarer Oligonukleotidprimer an einen Strang der 
zu Beginn denaturierten Target-DNA. AnschlieSend 

15 verlangert eine DNA- Polymerase, vorzugsweise das grofie 
Fragment der DNA- Polymerase I aus E. coll mit 5'- 
Exonukleasedef izienz (Exo~ Klenow) , sowohl den Primer 
als auch das Templatemolekul durch Kopieren des 5'- 
Endes des Primers, der an seinem 5'-Ende eine bestimmte 

20 Restriktionsschnittstelle umfafit. Da wahrend der DNA- 
Synthese bestimmte modifizierte dATP-Nukleotide ange- 
boten und eingebaut werden, ist nach Zugabe der 
speziellen Restriktionsendonuklease nur die im Primer 
enthaltene Schnittstelle fur einen Restriktionsverdau, 

25 nicht aber die DNA-Kopie fur eine Restriktionsverdau 
zuganglich (sog. Hemirestriktion) . An diesem "nick" 
wird durch die DNA-Polymerase, die nicht zur Nicktrans- 
lation befahigt ist, die DNA-Synthese initiiert und der 
nicht als Template dienende Strang durch Strangdis- 

30 placement wahrend der DNA-Synthese abgelost. 

Aus WO 90/10064, 91/03573 und 91/16446, vgl. auch 
Blanco et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 
12198-12202, ist eine weitere isothermale DNA- 
35 Amplifikationsmethode bekannt, bei der DNA- 
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Replikationsproteine des Bakteriophagen <f>29 eingesetzt 
we r den und mit deren Hilf e auch sehr lange DNA-Segmente 
(> 70 kb) amplifiziert werden konnen. Dieses Verfahren 
erfordert u.a. die Anwesenheit eines sog. terminalen 
5 Proteins (TP) von <f>23 , das als Primer wirkt, einer DNA- 
Polyznerase von 02 9 und weiterer Replikationsproteine, 
wie SSB (single- stranded DNA-binding protein) und DBP 
(double- stranded DNA-binding protein) . Bei dieser 
Amplif ikationsmethode findet im Unterschied zu den oben 
10 beschriebenen Verfahren eine Hybridisierung spezi- 

fischer Oligonukleotide an die zu kopierende Nuklein- 
saure nicht statt, als Primer dient stattdessen das 
terminals Protein (TP) aus £29. 

15 Aus Kramer, F.R. und Lizarde, P.M. (1989) Nature 339, 

401-402 und Lomeli, H. (1989) Clin. Chem. 35, 1826-1831 
ist des weiteren eine isothermale RNA-Amplif ikations- 
methode bekannt, bei der eine RNA-abhangige RNA- 
Polymerase aus dem Bakteriophagen Q„ (Q^-Replikase) 

20 eingesetzt wird. Die in diesem Verfahren verwendeten 

RNA-Sonden enthalten die fur die Replikation durch Q^- 
Repllkase erf orderlichen Sequenzelemente sowie ein 
internes Segment, das zu der zu detektierenden Target - 
sequenz komplementar ist. Unter bestimmten Reaktionsbe- 

25 dingungen werden durch die Aktivitat der Q^-Replikase 

nur solche Molekule kopiert, die mit der entsprechenden 
Targe tsequenz in der zugegebenen Probe hybridisieren. 
Die erzeugten Kopien dienen anschlieSend in nachfolgen- 
den Syntheseschritten zusammen mit dem Ausgangsmolekul 

30 als Template fur weitere Replikationszyklen. Auf diese 
Weise kann eine 10 s - f ache Amplif ikation der Sondenmole- 
kule wahrend 15 Minuten Inkubationen bei einer festge- 
setzten Tempera tur erreicht werden. 



35 
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Samtliche bekannten Amplif ikationstechniken erfordern 
entweder die Hybridisierung eines ale Sonde dienenden 
Primermolekuls an die Targetseguenz oder den Einsatz 
spezieller Replikationsproteine aus Bakteriophagen 
5 (protein-primed amplification) . Es ware au&erst wun- 
schenswert, uber ein Amplif ikationsverf ahren verfugen 
zu konnen, das ohne die Hybridisierung spezifischer 
Oligonukleotidprimer an das zu amplif izierende Nuklein- 
sauremolekule auskoxnmt und auch die oben beschriebene, 

10 komplexe Replikationsmechanerie aus Bakteriophagen 
nicht erfordert. Ein solches Verf ahren, das somit 
theoretisch die Synthese und Amplif ikation jeder belie- 
bigen Nukleinsaure ermoglichen wiirde, ware fur zahl- 
reiche Anwendungen, beispielsweise auf den Gebieten der 

15 molekularen Biotechnologie, inbesondere der 

gentechnischen in vitro -Behandlung von Nukleinsauren, 
der evolutiven Biotechnologie, der kombinatorischen 
Chemie und der molekularen Inf ormationsverarbeitung von 
unschatzbarem Wert. Ein solches Verf ahren konnte auch 

20 in Kombination mit bekannten primerabhangigen Amplifi- 
kationsmethoden angewandt werden, insbesondere wenn 
spezifische Sequenzen amplifiziert werden sollen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es, ein Ver- 
25 fahren bereitzustellen, das die Synthese und gegeben- 
falls Amplif ikation von Nukleinsauren ermoglicht, ohne 
daS hierzu eine Hybridisierung komplementarer Nuklein- 
sauremolelule an die zu kopierende Nukleinsaure 
stattfinden mufi. 

30 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung besteht darin, 
Anwendungsmoglichkeiten fiir eine solche hybridisie- 
rungsunabhanige Synthese- bzw. Amplif ikationstechnik 
auf zuzeigen . 
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Diese Aufgaben werden gema£ den unabhangigen Anspruchen 
der vorliegenden Erfindung gelost. Die Unteranspruche 
definieren vorteilhafte Ausfuhrungsf ormen der 
Erfindung. 

5 

Experimentell wurde liberraschend f estgestellt , dafi in 
einer Polymerase-katalysierten Reaktion die Strange 
eines doppelstrangigen Templates ausgehend vom freien 
3' -OH einer einzelstrangigen Nukleinsaure (Initiator) 
10 kopiert werden, wobei die Reaktion im TJnterschied zu 

alien bisher bekannten Reaktionen dieser Art an doppel- 
strangigen DNA-Molekulen keine Hybridisierung der 
einzelstrangigen Nukleinsaure an das Template beinhal- 
tet. 

15 

Ausgangspunkt fiir diese Beobachtung war en Versuche, in 
denen ein doppelstrangiges Template mittels der oben 
beschriebenen 3SR-Reaktion amplifiziert wurde. Die 
Reaktion enthielt neben dNTPs und NTPs, Puffer und 

20 Template zwei unphosphorylierte Oligonukleotidprimer 
mit einer Lange von je 20 Basenpaaren, eine Reverse 
Transkriptase und T7-RNA-Polymerase. Unter bestimmten 
Reaktionsbedingungen zeichneten sich die erhaltenen 
doppelstrangigen Reaktionsprodukte dadurch aus, da& sie 

25 in Schritten von 2 0 Basenpaaren verlangert waren. Die 
Reaktionsprodukte wurden kloniert und einer Sequenz- 
analyse unter zogen. Diese Sequenzanalyse zeigte, da& 
diese Molekftle neben der erwarteten Templatesequenz an 
deren Enden mehrere Kopien der beiden Primersequenzen 

30 als direkte Wiederholungen enthielten. Template- und 
Primersequenz sowie die Primersequenzen untereinander 
waren grofitenteils unmittelbar, d.h. ohne Uberlappung, 
miteinander verkniipft bzw. zeigten eine Deletion bzw. 
Insertion von einzelnen Basen an der Verknupf ungs- 

35 stelle. Nachfolgend durchgefuhrte Amplif ikations- 
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experimente, bei denen unter gleichen Bedingungen nur 
die Oligonukleotidprimer, jedoch kein Template 
zugegeben wurden, fiihrten zur Bildung von repetitiven 
DNA-Molekulen, deren Lange in Schritten von 2 0 Basen- 
5 paaren variierte. Sie enthielten ein zentralen Element 
von 33 Basen Lange, das durch Hybridisierung von zwei 
Kopien eines der beiden Primer uber die 3'-Enden und 
nachf olgendes Auffullen zum Doppelstrang entstand, 
sowie eine Vielzahl direkt miteinander fusionierter 
10 Sequenzen der beiden Primer. 

Die in diesen und weiteren Experimenten gewonnenen 
Daten, die in den nachf olgenden Ausfxihrungsbeispielen 
erganzend erlautert werden, lassen auf einen Reaktions- 

15 mechanismus schliefien, bei dem die eingesetzte 

Polymerase in einer Template -abhangigen Reaktion sehr 
effektiv einzelstrangige Nukleinsauremolekule mit 
freiem 3' -OH verlangert, ohne daS die einzelstrangige 
Nukleinsaure mit dem Template hybridisiert . Die Sequenz 

20 des Einzelstranges mufi somit keinerlei Homologie zur 

Templatesequenz besitzen. Der Einzelstrang wirkt daher 
nicht als typischer Primer, sondem kann besser als 
Initiator bezeichnet werden. Als Template dient lineare 
doppelstrangige DNA. Das Reaktionsprodukt en thai t die 

25 Sequenz des Initiators, die direkt mit dem 5'-Ende des 
Templates fusioniert 1st. Der ProzeS wird iterativ 
durchlaufen und resultiert in immer langeren Sequenzen 
und einer Netto-Amplif ikation des Templates. Um den 
Unterschied zu hybridisierungsabhangigen Amplifika- 

30 tionsschemata zu verdeutlichen, kann die Reaktion somit 
als initiatorgesteuerte oder initiatorabhangige 
Amplif ikation ("initiator directed amplification" oder 
"initiator dependent amplification", IDA) bezeichnet 
werden* 



35 
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Ohne die Erfindung an eine theoretische Erklarung 
binden zu wollen, wird gegenwartig der in Abbildung 1 
veranschaulichte Reaktionsmechanismus angenommen. Das 
Schema zeigt den vermuteten Mechanismus der IDA- 
5 Reaktion fur die ersten zwei Reaktionszyklen. Die 
Polymerase bindet gleichzeitig sowohl das Ende des 
doppelstrangigen Templates als auch das einzelstrangige 
Initiatormolekiil (vertikal schraf f iert) . Das 3' -Ende 
des Templates wird verlangert, so da£ der Initiator zum 

10 Doppelstrang aufgefiillt wird. Ausgehend vom 3' -Ende des 
Intiators erfolgt eine Synthese in den DNA-Doppels trang 
hinein, die je nach Bindung von Polymerase und 
Initiator entweder "linksseitig" (schwarze Pfeile) oder 
"rechtsseitig" (horizontal schraffierte Pfeile) erfol- 

15 gen kann. Ein Strang dient dabei als Template, der 
andere wird vermutlich als Einzels trang abgelost. 
Resultat der Reaktion ist ein DNA-Doppelstrang, bei dem 
die Seguenz des ursprunglichen Doppelstrangtemplates 
direkt mit der des Initiators fusioniert ist. Die im 

20 "linksseitigen" und "rechtsseitigen" Zyklus entstehen- 
den Einzelstrange sind komplementar und konnen zum 
Doppelstrang hybridisieren (graue Pfeile) . Im zweiten 
Zyklus kann ausgehend vom "linksseitig" oder 
n rechtsseitig w (Pfeile in Klammera, nicht gezeigt) 

25 verlangerten Template wiederxun eine "linksseitige" 
(schwarze Pfeile) oder "rechtsseitige" (horizontal 
schraffierte Pfeile) Verlangerung erfolgen. Der 
Mechanismus ist ahnlich wie in dem ersten Zyklus, wobei 
ein Teil der Einzelstrange jedoch die zum Initiator 

30 komplementare Seguenz en thai t. Diese Einzelstrange 

konnen nach Bindung des Intiators als Primer durch die 
Polymerase zum Doppelstrang aufgefiillt werden (schrag 
schraffierte Pfeile) * 
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Die Abbildung stellt ein idealisiertes und verein- 
fachtes Schema dar. In der Realitat 1st die Reaktion 
voraussichtlich wesentlich komplexer, da mehrere Zyklen 
an einem Molekiil gleichzeitig ablauf en konnen und 
5 wesentlich mehr Wechselwirkungsmoglichkeiten zwischen 
den einzelstrangigen Xntermediaten bestehen als in der 
Darstellung gezeigt. In jedem Fall verdeutlicht das in 
Abbildung 1 dargestellte Reaktionsschema die 
beobachtete Entstehung von repetitiven Sequenzen sowie 

10 die beobachtete Fusionierung von DNA- Sequenzen ohne 
Sequenzhomologie. Diese Beobachtungen konnen mit 
herkommlichen Synthesemechanismen nicht erklart werden; 
eine Polymerase-katalysierte template- abhangige 
Primerverlangerung ohne Hybrid! sierung zwischen Primer 

15 und Template wird durch die vorliegende Erfindung 
erstmals berei tges tellt . 

Die erf indungsgemafce IDA-Reaktion ist isothermal und 
fuhrt durch iterative Wiederholung zu einer Netto- 

2 0 Amplif ikation. Eine vorteilhafte Eigenschaft dieser 
Reaktion besteht vor allem darin, dafi sie von einer 
spezifischen Hybridisierung unabhangig ist, wodurch im 
Verlauf der Reaktion potentiell jede beliebige Sequenz 
mit jeder anderen fusioniert werden kann. Dariiber 

25 hinaus ermoglicht die IDA-Reaktion die Synthese an 
doppelstrangigen Templatemolekiilen. Durch diese 
einzigartige Kombination der Eigenschaf ten besitzt die 
Reaktion ein gro&es Anwendungspotential und erof fnet 
vollig neue Moglichkeiten fur samtliche Bereiche der 

30 gentechnischen in vitro -Behandlung von Nukleinsauren, 
der evolutiven Biotechnologie sowie verwandter 
Aufgabenf elder . 

So kann die erf indungsgemafie IDA-Reaktion allgemein zur 
35 Amplif ikation von Nukleinsauren eingesetzt werden. Der 
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Vorteil der Reaktion gegemiber alien bekannten 
Amplif ikationsmethoden besteht insbesondere in ihrer 
Unabhangigkeit von der Struktur der Enden des 
Templates. Dadurch entfallt die Notwendigkeit , fur 
5 jedes spezifische Amplif ikationsproblem spezifische 

Primersequenzen herstellen zu miissen. Ebenso konnen mit 
Hilfe der IDA- Reaktion Pools von Nukleinsauren mit 
heterologen Enden in einer einzigen Reaktion amplif i- 
ziert werden. 

10 

Versuche haben bestatigt, daE die erf indungsgemafee 
Reaktion allein als Amplif ikationsmethode dienen kann. 
Hierbei kann die schrittweise Verlangerung des 
Templates wahrend der Reaktion durch Zusatz einer 

15 Restriktase, durch deren Aktivitat das 5'-Ende des 

Templates regeneriert wird, verhindert werden. Dieser 
Ef fekt konnte auch durch den Einsatz von RNA- 
Initiatormolekulen in Kombination mit einem RNA- 
abbauenden Enzyxxi, beispielsweise RNAse, erreicht 

20 werden. In diesem Fall wiirde der RNA- Initiator nach 
Auf fullen zum Doppelstrang zumindest partiell durch 
eine RNAse abgebaut werden. Als Initiatomukleinsaure 
konnen auch Nukleinsaureanaloga, beispielsweise Peptide 
Nucleic Acid (PNA; Wittung et al. (1994) Nature 368, 

25 561-5S3), eingesetzt werden. 

Daruber hinaus kann die erf indungsgemaSe Reaktion auch 
einer PCR oder einer anderen primerabhangigen Amplif i- 
kationsreaktion vorgeschaltet werden. Im ersten Schritt 
30 wird dadurch das jeweilige Template mit der Initiator- 
sequenz fusioniert. AnschlieEend erfolgt eine 
spezifische Amplif ikation, bei der die Initiatoren als 
Primer eingesetzt werden konnen. 

35 Aufgrund ihrer besonderen Eigeiischaf ten kann die erf in- 
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dungsgemafie Reaktion fur zahlreiche Anwendungen einge- 
setzt werden, die durch bereits etablierte Amplifika- 
tionstechniken nicht abgedeckt werden, Beispielhaft 
seien hier die Amplif ikation bzw. das Kopieren von 
5 Total -DNA oder Nukleinsauregemischen, z.B. fiir 

diagnostische Zwecke oder im Zusammenhang mit Methoden 
der in vitro -Evolution (z.B. die primerunabhangige 
Amplif ikation in SELEX-Prozessen ("systemic evolution 
of ligands by exponential enrichment"; vlg. z.B. WO 

10 95/30775) oder andere in vitro-Selektionsverf ahren) 

genannt. Es ergibt sich von selbst, da£ die erfindungs- 
gema&e Reaktion allgemein in jedem beliebigen ProzeE 
eingesetzt werden kann, bei dem die Vervielf altigung 
samtlicher in einer Probe enthaltenen Nukleinsaure- 

15 molekule oder allgemein eine zufallige Synthese und 

Amplif ikation von Nukleinsauremolekulen erwiinscht ist. 

Alternativ zu oder gemeinsam mit doppelstrangigen 
Nukleinsauren konnen ebenso einzelstrangige Nuklein- 

20 sauren als Ausgangs template dienen. In diesem Fall kann 
z.B. eine Initiatornukleinsaure eingesetzt werden, die 
zu dem 3'-Ende des zu kopierenden Einzelstranges 
komplementar ist, so dafi durch Hybridisierung der 
Initiatornukleinsaure an das Templatemolekul und 

25 anechliefiende Polymerase-katalysierte Auffullung des 

Doppelstranges ein doppelstr&ngiges Template entsteht, 
das anschliefiend nach dem erf indungsgemafien IDA- 
Mechanismus amplif iziert wird. Dieses Verf ahren konnte 
zur Umschreibung von RNA in doppelstrangige DNA bei 

30 gleichzei tiger Amplif ikation eingesetzt werden und 
wiirde somit eine Alternative zur RT-PCR (Reverse 
Transkriptase-PCR) darstellen. 

Allgemein kann die erf indungsgemafce Reaktion daruber 
35 hinaus als Grundlage fiir alle Verf ahren und Prozesse 
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dienen, die bislang auf Kopiervorgangen basierten, die 
einen sequenzspezif ischen Vorgang als Startreaktion 
benotigten. Solche Verfahren umfassen z.B. auch 
Sequenzierungs- und f ootprint-Methoden/ die Herstellung 
5 von markierten Nukleinsauren und die Herstellung 

einzelstrangiger DNA, die z.B. mit Selektionsverf ahren 
(z.B. SELEX-Prozesse) gekoppelt werden kann. 

Des weiteren kann die erf indungsgemafie IDA-Reaktion zur 
10 Fusionierung von nichtkomplementaren Nukleinsauren 
eingesetzt werden. Dadurch eroffnet sie eine Reihe 
neuer Moglichkeiten, insbesondere fur die molekulare 
Biotechnologie. So gestattet das erf indungsgemafie 
Verfahren beispielsweise die Herstellung von Random - 
15 Sequenzen aus kurzen randomisierten Oligonukleotiden 
und damit die ErschlieSung von Sequenzrauxnen/ die 
bisher praktisch nicht zuganglich war en. 

Eine weitere Anwendungsmoglichkeit des erfindungs- 
20 gemafien Verfahrens besteht in der enzymatischen 

Template -unabhangigen Synthase von Oligonukleotiden. 
Diese Anwendung eroffnet ein weites Feld von Moglich- 
keiten in der kombinatorischen Chemie sowie fur die 
molekulare Inf ormationsverarbeitung (DNA- computing, 
25 DNA-chip-Technologie) . Im Zusammenwirken mit Prozessen, 
die eine Rekombination von Nukleinsauren zur Folge 
haben, konnen dabei Sequenzen beliebiger Sequenz und 
Lange erzeugt werden. Ebenso ermoglicht das erf indungs- 
gemafie Verfahren die Herstellung 1 anger 
3 0 doppelstrangiger DNA-Molekiile (beispielsweise 

synthetischer Gene) aus Einzelstrangen ohne Seguenzkom- 
plementari tat . 

Weitere Anwendungsmoglichkeit en des erf indungsgemafien 
35 Verfahrens liegen in der Herstellung von spezif ischen 
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proteinkodierenden Sequenzen durch gesteuerte oder 
randomisierte Fusion von verschiedenen Codon- 
Bausteinen. Das gesamte Spektrum proteinoganer Amino- 
sauren kann mit 21 Bausteinen abgedeckt warden. So ware 
5 belspielsweise eine Kopplung der erf indungsgemaSen 
Reaktion mit Trans la tionsmethoden moglich, so daS 
gleichzeitig die fur das Protein kodierende Sequenz, 
als auch das Protein selbst hergestellt werden. Solche 
Translationsmethoden umfassen sowohl das klassische 

10 Translationsverf ahren (siehe beispielsweise Baranov et 
al. (1989) Gene 84, 463-466; Morozov et al. (1993) 
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 9325-9329), als auch 
Verfahren, die auf alternativen Mechanismen beruhen, 
wie beispielsweise die Ribozym-katalysierte Synthase 

15 von Proteinen, an deren Entwicklung gegenwartig 

intensiv gearbeitet wird (siehe z.B. Xllangasekare et 
al. (1995) Science 267, 643-647; Lohse tind Szostak 
(1996) Nature 381, 442-444; Hager et al. (1996) Chem. 
Biol. 3, 717-725), wobei das Ribozym identisch mit der 

2 0 im jeweiligen Schritt fusionierten Nukleinsaure sein 
kann. 

Besonders wertvoll ist die erf indungsgemaEe IDA-Methode 
im Zusammenhang mit shuf f ling-Technologien (vgl. bei- 

25 spielsweise Stemmer (1994) Nature 370, 389-391; Stemmer 
(1994) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 91, 10747-10757; W0- 
Al-95/22625) . Die IDA-Methode gestattet das shuffling 
von DNA- Fragment en ohne Sequenzhomologie . Ein dosierter 
Einsatz in ^Combination mit sequenzspezif ischem 

30 shuffling wiirde den globalen Umbau von Biomolekulen 
erlauben. Diese Technik ist sowohl fur Proteine, als 
auch fur funktionelle Nukleinsauren und Nukleinsaure- 
analoga anwendbar. Dadurch ware es einerseits moglich, 
multifunktionale Biomolekule auf eine gewunschte Form 

35 zu optimieren und mit geeigneten Selektionsverf ahren 
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unerwiinschte Funktionen zu beseitigen. Andererseits 
konnten verschiedene Biomolekiile mit unterschiedlicher 
Funktion und Struktur miteinander so fusioniert werden, 
da£ ineixiandergeschaltete multif unktionale Molekule 
5 entstehen. Ergebnis dieses neuen Verfahrens konnen 

multif unktionale Proteine, katalytische Nukleinsauren 
oder Ap tamer e sein. 

Diese beispielhaf te Aufli stung moglicher Anwendungs- 
10 gebiete des erf in dung sgema fieri Verfahrens macht das 
groEe Potential der IDA-Methode deutlich. Umso 
bemerkenswerter ist die verhaltnismaSig einfache 
Durchfuhrung des Verfahrens und die geringe Anzahl der 
hierzu erforderlichen Komponenten. 

15 

Erf indungsgemaS lauft die IDA-Reaktion in einem 
Reaktionsansatz ah, der folgende Komponenten enthalt: 
ein Enzym mit Polymerase-Aktivitat, d.h. ein Enzym, das 
die Synthese von Nukleinsauremolelulen aus kleineren 

2 0 Bausteinen katalysiert, die entsprechenden Bausteine 

bzw. Monomere, ublicherweise also dATP, dCTP, dGTP und 
dTTP (ggf. in modif izierter Form), mindestens eine am 
3'-Ende einen einzelstrangigen Bereich aufweisende 
Initiatornukleinsaure und mindestens ein lineares 
25 Templatenukleinsauremolekul. Dabei kann das lineare 

Template auch auf zwei Kopien eines Initiatormolekuls 
beruhen . 

Entsprechend enthalt ein typischer IDA-Reaktionsansatz 
30 folgende Komponenten: 

40 mM Tris pH 7,5 
15 mM MgCl 2 
16,6 mM NaCl 

3 5 1 mM dJNTPs, d.h. ein Gemisch aus jeweils 1 mM 
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dATP, dGTP, dCTP und dTTP 
0/4 mg/ml BSA (Rinderserumalbumin) 
20 jjM Initiatornukleinsaure 
20 nM Templatenukleinsaure 
5 0,25 mg/ml Polymerase, beispielsweise HIV-I- 

R averse Transkriptase (Heterodimer aus 
p66- und p51-Untereinheit, beide N- 
terminal mit einem Histidin-Tag 
versehen; vgl. Le Grice et al. (1995) 
10 Methods Enzymol. 262, 130-144) 

Ublicherweise wird das Enzym mit Polymerase-Aktivitat 
in einer Konzentration von 40 mg/ml bis 10" 6 mg/ml 
eingesetzt. GemaS einer bevorzugten Aus fiihrungs form 
15 wird das Enzym in einer Endkonzentration von 4 mg/ml 
bis 10" 5 mg/ml eingesetzt, wobei eine Endkonzentration 
von 0,4 mg/ml bis 0,002 mg/ml besonders bevorzugt ist. 

Erf indungsgemaS wird eine beliebige einzelstrangige 
20 Nukleinsaure bzw. eine beliebige Nukleinsaure mit einem 
an ihrem 3'-Ende lokalisierten einzelstrangigen Bereich 
als Initiator eingesetzt. Generell hat die Initiator- 
nukleinsaure eine Lange von mindestens einem Nukleotid. 
Vorzugsweise wird eine Initiatornukleinsaure mit einer 
25 Lange von mindestens drei Nukleotiden, besonders 

bevorzugt mit einer L&nge von mindestens 15 Nukleo- 
tiden, eingesetzt . 

Ublicherweise kann die Endkonzentration der Initiator- 
30 nukleinsaure zwischen 0,2 mM und 2 pM betragen. In 
einer bevorzugten Aus fiihrungs form wird sie in einer 
Endkonzentration von 0,2 xnM bis 20 nM und besonders 
bevorzugt in einer Endkonzentration von 20 fM bis 2 /*M 
eingesetzt. 



35 
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Das mindestens eine lineare Templatemolekiil wird 
erf indungsgemafc in einer Endkonzentration von 0,2 mM 
bis zum einem einzigen Molekul in einer gegebenen 
Volumeneinheit eingesetzt. Vorzugsweise betragt die 
5 Endkonzentration des Templates zwischen 5 jxM und 20 pM, 
besonders bevorzugt zwischen 200 nM und 2 nM. 

Allgemein eignet sich jedes Enzym mit Polymeraseakti- 
vitat fur den Einsatz in der IDA-Reaktion. Allerdings 

10 konnen sich aus der Verwendung einer bestimmten 

Polymerase hinsichtlich der Effizienz, mit der die 
Reaktion ablauft, der Endkonzentration im jeweiligen 
Reaktionsansatz, der speziellen Aufgabenstellung in 
einem bestimmten Anwendungsgebiet oder der anderen in 

15 dem Reaktionsansatz vorhandenen Komponenten Unter- 
schiede bzw. verschiedene Anforderungen ergeben. 

In einer bevorzugten Aus fuhrungs form handelt es sich 
bei der Polymerase urn eine Reverse Transkriptase oder 

20 urn eine DNA-abhangige DNA- Polymerase , beispielsweise 
Klenow-Exo' aus Escherichia coli (Derbyshire et al. 
(1988) Science 240, 199-201), besonders bevorzugt um 
eine HIV-I-Reverse Transkriptase und am meisten 
bevorzugt um eine mit einem Histidin-Tag versehene HIV- 

25 I-Reverse Transkriptase. 

Die IDA-Reaktion wird erf indungsgemafc bei einer Tempe- 
ra tur zwischen 0 °C und 100 °C, eventuell sogar noch 
dariiber, durchgefiihrt . Bevorzugt wird eine Reaktions- 

30 temperatur zwischen 20 °C und 55 °C, besonders 

bevorzugt eine Reakt ions temperatur zwischen 30 °C und 
45 °C. Wird eine Hitze-s tabile Polymerase, wie z.B. 
Taq-DNA- Polymerase, eingesetzt, betragt die Reaktions- 
temperatur liblicherweise mindestens 0 °C, bevorzugt 

35 mindestens 50 °G. 
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Die Dauer der Inkubation richtet sich nach den 
gewiinschten Reaktionsprodukten, der speziellen Anwen- 
dung der IDA-Reaktion bzw. dem gewiinschten AusmaS der 
Amplif ikaticn. 

5 

Die folgenden Ausfuhrungobeispiele dienen lediglich der 
Veranschaulichung der Erfindung. 

10 Beispiel 1 : 

Zwei Oligonukleotide mit einer Lange von 20 Nukleotiden 
wurden in einer Endkonzentration von jeweils 2 jiM * n 50 
/il-Reaktionsansatzen mit verschiedenen Konzentrationen 
15 an HIV- 1 -Reverse Transkriptase fur 2 h bei 42 °C 
inkubiert. Die Reaktionsansatze enthielten: 

40 mM Tris/HCl pH 8,0 

5 mM KC1 
20 5 mM Dithiothreitol 

2 mM Spermidin 
15 mM MgCl 2 

1 mM dNTPs, d.h. ein Gemisch aus jeweils 1 mM 
dATP, dGTP, dCTP und dTTP 

25 

Die verwendeten Primer batten folgende Sequenzen: 
5 ' -CCTCTGCAGACTACTATTAC-3 ' (P1CATCH, 
unpho spho ry 1 i e r t ) und 

5 ' - CCTGAATTCTTGCTGTGACG- 3 ' (P2 CATCH, unphosphory- 
30 liert) . 

Als Polymerase wurde eine mit einem His-tag versehene 
HIV-I-Reverse Transkriptase eingesetzt, die zuvor mit 
Hilfe oiblicher Prot inaufreinigungsmethoden prapariert 
35 worden war (vgl. Protein Purification, Princip. High 
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Res. Meth. and Appl., Janson und Ryden, VCH Publishers, 
New York, 1989) . Diese rekombinate HIV- I -Reverse Trans- 
kriptase sowie ihre Aufreinigung und Charakterisierung 
ist ausfiihrlich beschrieben in Le Grice et al. (1995) 
5 Methods Enzymol. 262, 130-144). 

1/25 der Menge eines der beiden Primer wurde als 
f luoreszenzmarkierte Komponente zugesetzt (Primer 
P 2 CATCH, am 5'-Ende mit dem Farbstoff IRD-41 (MWG 

10 Biotech, Ebersberg) verkniipf t) . Zur Analyse der 

f luoreszenzmarkierten Reaktionsprodukte wurde 1/4 des 
mittels Mobispin-Saulen (MOBITEC, Gottingen) entsalzten 
Gesamtreaktionsansatzes auf einem 10%igen, denaturie- 
renden Polyacrylamid-Gel in einem LI-COR-Sequenzauto- 

15 ma ten (MWG Biotech, Ebersberg) aufgetrennt. Das 

Resultat der schrittweisen Verlangerung der doppel- 
strangigen Reaktionsprodukte um jeweils 2 0 Basenpaare 
ist in Abbildung 2 als Molekulargewichtsleiter 
erkennbar . 

20 

Bahn 1 zeigt den Reaktionsansatz mit einer Endkonzen- 
tration an HIV- 1 -Reverse Transkriptase von 0,4 jig/ pi, 
Bahn 2 mit einer Endkonzentration von 0,16 fig/ ill, Bahn 
3 mit einer Endkonzentration von 0,04 fig/fil und Bahn 4 
25 mit einer Endkonzentration von 0,008 fig/fil. 

Fur die Seguenzanalyse wurden die Reaktionsprodukte 
subkloniert und einzelne Klone sequenziert. Diese 
Analyse zeigte, da£ die entstandenen Molekule ein 
3 0 zentralen Element von 33 Basen Lange enthielten, das 

durch Selbsthybridisierung des Primers P2 CATCH uber das 
3'-Ende und nachf olgendes Auf full en zum Doppel Strang 
ent stand, sowie eine Vielzahl miteinander fusionierter 
Sequenzen der beiden Primer. 
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Die initiale Doppelstrangbildung war notwendige Voraus- 
setzung fur die Oligomerisierung der Primer. Wurde die 
Reaktion nur mit einem Primer betrieben, dessen Sequenz 
eine Selbsthybridisierung ausschlofi, wurden keine Pro- 
5 dukte erhalten. Durch sukzessives Reduzieren des 
Reaktionsansatzes auf die unbedingt notwendigexi 
Komponenten zeigte sich, da£ die Reaktion von der 
Reversen Transkriptase katalysiert vnirde und dafe sie 
nur stattfand, wenn alle vier dNTPs (dATP, dCTP, dGTP 
10 und dTTP) anwesend waren. 

In nachf olgenden Experiment en konnte bestatigt werden, 
daE die IDA-Reaktion nicht nur durch eine Reverse 
Transkriptase, sondern auch durch andere bekannten 
15 Polymerasen katalysiert wird. 

Beispiel 2 ; 

20 Iteratives Kopieren eines doppelstrangigen Templates 

ausgehend von einem Initiator, der homolog zu einem der 
beiden S'-Enden des Templates ist: 

Kin doppelstrangiges DNA- Template von 106 Basenpaar 
25 Lange (SP6CATCH) wurde in einer Endkonzentration von 20 
nM in einem 50 /zl-Reaktionsansatz mit HIV- I-Reverse 
Transkriptase (0,4 fig/fil Endkonzentration) und einem 
einzelstrangigen Initiator von einer Lange von 20 Basen 
(P1CATCH, 5 fjM Endkonzentration) , der zu einem der 
30 beiden S'-Enden des Templates homolog war, fur 2 h bei 
42 °C inkubiert. Der Reaktionsansatz enthielt 
weiterhin: 

40 mM Tris pH 7,5 
35 15 mM MgCl 2 
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16,6 mM NaCl 
1 mM dNTPs, d.h. ein Gemisch aus jeweils 1 mM 
dATP, dGTP, dCTP und dTTP 
0,4 mg/zal BSA (Rinderserumalbumin) 

5 

Das verwendete Template und der verwendete Initiator 
hatten folgende Sequenzen: 



Initiator: 5' - CCTCTGCAGACTACTATTAC - 3 ' 
10 (P1CATCH, unphosphoryliert, Psfcl- 

Erkennungsseguenz unterstrichen) 



15 



Template : 5 ' - C CTCTGCAGACTACTATT ACATAAT AC GACTCACTAT 
AGGGATCTGCACGTATACTTCTATAGTGTCACCTAAATAG 
GCAGTCTGTCGTCACAGCAAGAATTCAGG-3 ' 



(SP 6 CATCH, PstI- und .EcoRI-Erkennungs- 
sequenzen unterstrichen) • 



2 0 Im Verlauf der Reaction vollzog sich, ausgehend von den 
3'-Enden des Templates und des Initiators, ein 
iterativer Kopiervorgang, der mit einer schrittweisen 
Verlangerung des Templates um mehrere Initiatorkopien 
und mit einer Netto-Amplif ikation verbunden war. 

25 

Die Reaktionsprodukte wurden mittels Mobispin-Saulen 
entsalzt und mittels Gelelektrophorese analysiert 
(Abbildung 3) . Jeweils 1/10 des Gesamtreaktionsansatzes 
wurde entweder direkt (Bahn 7) oder nach Behandlung mit 

30 den Restriktionsendonukleasen EcoRI (Bahn 6), PstI 

(Bahn 5) oder PstI und EcoRl (Bahn 4) auf einem 3%igen 
Agarosegel aufgetrennt . Bahn 1 zeigt 1,5 jxg einer 100 
Basenpaar-Molekulargewichtsleiter (MB I Ferment as, 
Litauen) * Die Grofien der relevanten Banden sind am Rand 

35 angegeben. In Bahn 2 und 3 wurde Ausgangs template in 
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einer Menge von 1 pmol bzw. 0,2 pmol (entspricht der 
Menge an Ausgangs template in Bahn 4-7) aufgetragen. 

Die Reaktion fiihrt zu einer Verteilung der Reaktions- 
5 produkte uber einen grofien Molekulargewichtsbereich 
oberhalb der Ausgangs templatelange (Bahn 7) • 
Restriktionsverdau mit EcoRI, dessen Erkennungssequenz 
nahe dem einen Ende des Templates lokalisiert ist, 
beseitigt die Heterogenitat der Reaktionsprodukte 

10 nicht, verringert jedoch ihre Lange. Schneiden mit 

PstI, dessen Erkennungssequenz sowohl nahe dem 5' -Ende 
des Initiators als auch nahe dem anderen Ende des 
Templates lokalisiert ist, fiihrt zu einer dominanten 
spezifischen Bande, die ein gegenuber dem Ausgangs - 

15 template urn einige Basen verlangertes Produkt reprasen- 
tiert. Behandlung mit beiden Restriktionsenzymen fuhrt 
zu einem gegenuber dem Ausgangstemplate um einige Basen 
verkiirzten Produkt. 

20 Die Daten unterstutzen die Annahme, daS im Verlauf der 
Reaktion mehrere Kopien des Initiators mit beiden 
Seiten des Templates fusioniert wurden: 

Durch EcoRI -Behandlung werden nur die auf einer Seite 
25 des Templates fusionierten Initiatoren entfernt, so daS 
die Heterogenitat der Produkte bei ihrer gleichzeitigen 
Verkiirzung erhalten bleibt. Restriktionsverdau mit PstI 
fiihrt auf der Pstl-Seite des Templates zur Entfernung 
von 4 Basen der Templatesequenz sowie aller mit ihr 
30 fusionierten Initiatoren. Auf der EcoRI-Seite des 

Templates bleibt zusatzlich zur Templatesequenz eine um 
4 Basen verkiirzte Initiatorsequenz erhalten. Unter der 
Annahme, daS die Initiatoren direkt, d.h. ohne 
Uberlappung mit der Templatesequenz fusioniert wurden, 
35 wird eine Lange des Produktes von 118 Basen erwartet. 
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Schneiden der Reaktionsprodukte mit PstI und EcoRl 
entfernt je 4 Basen des Templates sowie alle 
fusionierten Initiatoren auf beiden Seiten des 
Templates. Das resul tierende Produkt hat eine erwartete 
5 Lange von 98 Basen. 

Lurch Klonierung der Reaktionsprodukte und anschlieSen- 
de Sequenzanalyse konnte eine direkte, grofitenteils 
iiberlappungsf reie Fusionierung von Template und 

10 Initiatorsequenz an beiden Enden des Templates 
bestatigt werden, wobei in einigen Fallen eine 
Insertion bzw. Deletion weniger Basen detektiert wurde. 
Eine Netto-Amplif ikation des Templates im Verlauf der 
Reaktion wird bei Vergleich der Bahnen 3 und 4 deut- 

15 lich. 

Beispiel 3 : 

20 Iteratives Kopieren eines doppelstrangigen Templates 
ausgehend von einem zum Template nichthomologen 
Initiator: 

Bin doppelstrangiges DNA-Template mit einer Lange von 
25 106 Basenpaaren (SP6CATCH) wurde in einer Endkonzentra- 
tion von 20 nM in einem 50 /xl-Reaktionsansatz mit HIV- 
I -Reverse Transkriptase (0,4 ftg/pil Endkonzentration) 
und einem einzelstrangigen Initiator von 35 Basen Lange 
(LOOP, 20 pK Endkonzentration), der zu keinem der 
30 beiden 5' -Enden des Templates homo log war, fur 2 h bei 
42 °C inkubiert. Der Reaktionsansatz enthielt 
weiterhin: 



35 
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40 mM Tris pH 7,5 
15 mM MgCl 2 
16,6 mM NaCl 

1 mM dNTPs, d.h. ein Gemisch aus jeweils 1 mM 
5 dATP, dGTP, dCTP und dTTP 

0,4 mg/ml BSA (Rinderserumalbumin) 

Das verwendete Template und der verwendete Initiator 
hat ten folgende Sequenzen: 

10 

Ini tia tor : 5 ' - GTTGATATTTATTTAATTCATAAATAAAAATCCCT- 3 ' 
(LOOP, unphosporyliert) 

Template : 5 ' - CCTCTGCAGACTACTATTACATAATACGACTCACTA 
1 5 TAGGGATCTGCACGTATACTTCTATAGTGTCACCTAAAT 

AGGCAGTCTGTCGTCACAGCAAGAATTCAGG-3 ' 



(SP6CATCH, PstI- und BcoRI-Erkennungs- 
sequenzen unterstrichen) . 

20 

Im Verlauf der Reaktion vollzog sich, ausgehend von den 
3'-Enden des Templates und des Initiators ein 
iterativer Kopiervorgang, der mit einer schrittweisen 

25 Verlangerung des Templates urn mehrere Initiatorkopien 
und mit einer Netto-Amplif ikation verbunden war. 

Die Reaktionsprodukte wurden mittels Mobispin-Saulen 
entsalzt und mittels Gelelektrophorese analysiert 

30 (Abbildung 4) • Jeweils 1/10 des Gesamtreaktionsansatzes 
wurde entweder direkt (Bahn 4) oder nach Behandlung mit 
den Restriktionsendonukleasen EcoRl (Bahn 6) , PstI 
(Bahn 5) oder PstI und EcoRI (Bahn 7) auf einem 3%igen 
Ethidiumbromid-gefarbten Agaros gel aufgetrexint • Bahn 1 

35 zeigt 1,5 /xg einer 100 Basenpaar-Molekulargewichts- 
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leiter (MBI Fennentas, Litauen) . Die Grofien der 
relevanten Banden sind am Rand angegeben. In Bahn 2 und 
3 wurde Ausgangs template in einer Menge von 2 pmol bzw. 
0,2 pmol (entspricht der Menge an Ausgangstemplate in 
5 Bahn 4-7) aufgetragen. 

Die Reaktion fuhrt zu einer Verteilung der Reaktions- 
produkte liber einen grofien Molekulargewichtsbereich 
oberhalb der Ausgangs templatelange (Bahn 4) ♦ Die 

10 Behandlung mit EcoRI bzw. Pstl allein, deren Erken- 
nungssequenzen jeweils an einem der beiden End en des 
Templates lokalisiert sind, beseitigt die Heterogenitat 
der Reaktionsprodukte nicht, verringert jedoch ihre 
Lange (Bahn 6 bzw. 5) . Schneiden mit beiden Restrik- 

15 tionsenzymen fiihrt zu einem gegenuber dem Ausgangs- 
template urn einige Basen verkurzten Produkt (Bahn 7) • 

Die Daten unterstutzen die Annahme, daE im Verlauf der 
Reaktion mehrere Kopien des Initiators mit beiden 
20 Seiten des Templates fusioniert wurden: 

Durch EcoRI bzw. Pstl -Behandlung allein werden nur die 
auf einer Seite des Templates fusionierten Initiatoren 
entfernt, so dafi die Heterogenitat der Produkte bei 

25 ihrer gleichzeitigen Verkurzung erhalten bleibt. Ein 
Restriktionsverdau der Reaktionsprodukte mit Pstl und 
EcoRX entfernt je 4 Basen des Templates sowie alle 
fusionierten Initiatoren auf beiden Seiten des 
Templates. Das resultierende Produkt hat eine erwartete 

30 Lange von 98 Basen. 

Klonierung der Reaktionsprodukte und anschliefiende 
Sequ nz analyse bestatigten eine grofitenteils 
uberlappungsf reie Fusionierung von Template und 
35 Initiator sequenz an beiden Enden des Templates/ wobei 
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in einigen Fallen eine Insertion bzw. Deletion weniger 
Basen detektiert wurde. Besonders haufig wurden nach 
der Klonierung Mutationen innerhalb der Initiator- 
sequenz detektiert. Eine Netto-Amplif ikation des 
5 Templates im Verlauf der Reaktion wird bei Vergleich 
der Bahnen 3 und 7 deutlich. 



Beispiel 4 : 

10 

Kombination der IDA-Reaktion mit einer konventionellen 
Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) schafft die Moglich- 
keit, ein Template in der PCR mit Primem zu amplifi- 
zierten, die keine Homologie zum Template aufweisen. 

15 

Ein doppelstrangiges DNA-Template von 10 6 Basen Lange 
(SP 6 CATCH) wurde in einer Endkonzentration von 10 nM in 
einem 50 /xl-Reaktionsansatz mit unterschiedlichen 
Mengen an HIV-I-Reverse Transkriptase und einem einzel- 
20 strangigen Initiator von 35 Basen Lange (LOOP, 10 /iM 
Endkonzentration), der zu keinem der beiden S'-Enden 
des Templates homo log war, fiir 10 min* bei 42 °C 
inkubiert. Der Reaktionsansatz enthielt weiterhin: 

25 1 x Taq-Puffer (Promega, Madison, WI, USA) 

2 mM MgCl 2 

200 jM dNTPs, d.h. ein Gemisch aus jeweils 200 /xM 
dATP, dOTP, dCTP und dTTP 

3 0 Danach wurden 2,5 Einheiten Taq-Polymerase (Promega) 
hinzugegeben und der Reaktionsansatz mit 40 pi 
Mineralol uberschichtet . Der Ansatz wurde im 
Thermocycler uber 20 Zyklen unter folgendem 
Tempera turregime inkubier t : 
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1. Zyklus: 5 min. 95 °C, 1 min. 45 °C, 1 min. 

72 °C und 

2. -20. Zyklus: 1 min. 95 °C, 1 min. 45 °C, 1 min. 

72 °C. 

Das verwendete Template und der verwendete Initiator 
hatten folgende Sequenzen: 



Initiator : 5 ' - GTTGATATTT ATTTAATTCATAAATAAAAATCCCT - 3 ' 
10 (LOOP, unphosporyliert) 

Template : 5 ' - CCT CTGCAG ACTACTATTACATAATACGACTCACTAT 
AGGGATCTGCACGTATACTTCTATAGTGTCACCTAAATAG 
GCAGTCTGTCGTCAC AGCA AGAATTC AGG - 3 ' 

15 

(SP 6 CATCH, Pa tl- und EcoRl -Erkennungs- 
sequenzen unterstrichen) . 

Nach Ablauf der Reaktion wurde 1/10 des Reaktionsan- 
20 satzes zur Analyse auf einem 3%igen Agarose -Gel 
aufgetrennt (Abbildung 5) . 

Abbildung 5 zeigt die Reaktionsprodukte von Parallel - 
experimenten, die sich lediglich in der Menge der 

25 zugesetzten HIV-I-Reverse Transkriptase unterschieden. 
Diese betrug 0,4 fig/fil Endkonzentration (Bahn 2), 0,12 
Endkonzentration (Bahn 3), 0,04 /xg//zl Endkonzen- 
tration (Bahn 4), 0,012 /ig//*l Endkonzentration (Bahn 
5), 0,004 fig/fil Endkonzentration (Bahn 6), 0,0012 ng/fil 

30 Endkonzentration (Bahn 7) und keine Zugabe von HIV-I- 
Reverse Transkriptase (Bahn 8) . 



35 



Nach Vorinkubation mit HIV-I-Reverse Transkriptase wird 
im Verlauf der PGR ein Fragment amplif iziert, dessen 
Lange der Summe aus Templatelange und doppelter Lange 
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des Initiators entspricht (ca. 176 Basen) . Die Ampli- 
fikation dieses Produktes ist besonders effizient bei 
Vorinkubation mit mittleren Konzentration an HIV-I- 
Reverse Transkriptase (Bahnen 4 bis 6) . Vorinkubation 
5 des Templates ohne HIV- 1 -Reverse Transkriptase lafct das 
Template unverandert und fuhrt im Verlauf der PGR nicht 
zu dessen Amplif ikation (Bahn 8) . 

Die Reaktionsprodukte wurden durch Behandlung mit 
10 Restriktionsendonukleasen charakterisiert . Schneiden 
des Reaktionsproduktes mit .EcoRI bzw. PstI allein, 
deren Erkennungssequenzen jeweils an einem der beiden 
Enden lokalisiert sind, fiihrt zur Entfernung eines der 
beiden Initiatoren und 4 zusatzlichen Basen des 
15 Templates und resultiert in einer Verkurzung des 
Reaktionsproduktes urn ca. 3 9 Basen. Schneiden mit 
beiden Enzymen fuhrt zum Entfemen beider Initiatoren 
und 8 zusatzlichen Basen des Templates und somit zu 
einer Verkurzung des Reaktionsproduktes um ca. 
20 78 Basen. 

Zur weiteren Analyse wurden die Reaktionsprodukte 
kloniert und sequenziert. Die Sequenzanalyse bestatig- 
te, dafi im Verlauf der Reaktion eine direkte, gr5£ten- 
25 tells uberlappungsf reie Fusionierung von Template und 
Initiator sequenz an beiden Enden des Templates 
erfolgte, wobei in einigen Fallen eine Insertion bzw. 
Deletion weniger Basen detektiert wurde. 

30 

Beispiel S i 

In Analogie zu Beispiel 1 wurde unter den gleichen 
Reaktionsbedingungen eine Reaktion durchgefuhrt, bei 
35 der anstelle der HIV-I-Reverse Transkriptase 0,25 
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Einheiten/ptl eirier Exonuklease-def izienten Variante des 
grofien Fragmentes der DNA- Polymerase I von E. coli 
(Klenow Exo ; Derbyshire et al. (1988) Science 240, 199- 
201; New England Biolabs, Schwalbach) eingesetzt wurde. 
5 Ala Ergebnis ergab sich eine vergleichbare Primerlei- 
ter, die auf den der IDA-Reaktion innewohnenden 
Reaktionsmechanismus schlieSen lafit . 

Im Zusammenhang mit den eingesetzten Nukleinsauremo- 
10 lekiilen wurden iibliche molekularbiologische Standard - 
methoden (Sequenzierung, Restriktionsverdaue, 
Gelelektrophorese, etc.) eingesetzt, wie sie 
beispielsweise in Sambrook et al (1989) Molecular 
Cloning: A Laboratory Manual, 2. Auflage, Cold Spring 
15 Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 
beschrieben sind. Im Zusammenhang mit proteinchemischen 
Methoden, beispielsweise im Verbindung mit der 
Aufreinigung eingesetzter Enzyme, sei auf das Manual 
Protein Purification, Princip. High Res. Meth. and 
20 Appl., Janson und Ryden, VCH Publishers, New York, 1989 
verwiesen. Der Einsatz von Restriktionsenzymen (MBI 
Fermentas, Litauen) , Taq-Polymerase (Promega) u.a. 
erfolgte nach Hers tell erangaben . 
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ANSPRUCHE 



1* Verfahren zur Synthese und gegebenenf alls 
5 Amplif ikation von Nukleinsauren, 

gekennzeichnet durch eine Polymerase-katalysierte 
Reaktion, die hybridisierungsunabhangig 1st und durch 
mindestens eine zumindest am 3'-Ende einzelstrangige 
Nukleinsaure initiiert wird. 

10 

2. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die 
zumindest am 3'-Ende einzelstrangige Initiatornuklein- 
saure in Abhangigkeit von einer Templatesequenz 
verlangert wird. 

15 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, bei dem 
mindestens ein Strang einer zumindest partiell doppel- 
strangigen Templatenukleinsaure ausgehend vom freien 
3' -OH der Initiatornukleinsaure kopiert wird. 

20 

4. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem mindestens 
ein Strang einer zumindest partiell doppelstrangigen 
Templatenukleinsaure in Abhangigkeit von der Initiator- 
nukleinsaure verlangert wird. 

25 

5. Verfahren nach Anspruch 1 oder 4, bei dem 
mindestens eine zumindest am 3'-Ende einen einzel- 
strangigen Bereich aufweisende Initiatornukleinsaure 
ausgehend vom freien 3' -OH eines zumindest partiell 

30 doppelstrangigen Templatemolekuls kopiert wird. 



6 . Verfahren nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, dessen Reaktionsprodukte Nukleinsauremole- 
kiile umfassen, deren Sequenz einer urn mindestens eine 
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Initiatornukleinsauresequenz verlangerten Template- 
nukleinsaure entspricht . 

7 . Verf ahren xiach einem der vorangehenden 
5 Anspruche, bei dem die Initiatornukleinsaure in einer 
Endkonzentration von 0,2 mM bis 2 pM vorliegt. 

8. Verf ahren nach Anspruch 7, bei dem die 
Initatornukleinsaure in einer Endkonzentration von 

10 0,2 mM bis 20 nM vorliegt* 

9 . Verf ahren nach einem der vorangehenden 
Anspruche, bei dem die zu kopierende Templatenuklein- 
saure in einer Endkonzentration von 0,2 mM bis zu einem 

15 einzigen Molekul vorliegt. 

10. Verf ahren nach Anspruch 9, bei dem die zu 
kopierende Templatenukleinsaure in einer Endkonzen- 
tration von 5 fM bis 20 pM vorliegt. 

20 

11. Verf ahren nach einem der vorangehenden 
Anspruche, bei dem mindestens ein Enzym mit Polymerase- 
Aktivitat in einer Endkonzentration von 40 mg/ml bis 
10" 6 mg/ml vorliegt. 

25 

12. Verf ahren nach Anspruch 11, bei dem das Enzym 
mit Polymerase-Aktivitat in einer Endkonzentration von 
4 mg/ml bis 10" 5 mg/ml vorliegt. 

30 13. Verf ahren nach einem der vorangehenden 

Anspruche, bei dem das Enzym mit Polymerase-Aktivitat 
eine Reverse Transkriptase ist. 
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14, Verfahren nach Anspruch 13, bei dem die 
Reverse Transkriptase eine HIV- I -Reverse Transkriptase 
ist . 

5 15, Verfahren nach Anspruch 14, bei dem die HIV-I- 

Reverse Transkriptase mit einem Histidin-Tag versehen 
ist* 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, 
10 bei dem das Enzym mit Polymerase-Aktivitat eine DNA- 

abhangige DNA- Polymerase ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, bei dem die DNA- 
Polymerase Klenow Exo" aus Escherichia coll ist. 

15 

18. Verfahren nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, bei dem die Polymerase-katalysierte Reaktion 
isothermal ist. 

20 19. Verfahren nach einem der vorangehenden 

Anspruche, bei dem eine sukzessive Verlangerung der 
Templatenukleinsaure wahrend der Reaktion durch Zusatz 
einer Restriktase, durch deren Aktivitat das 5'-Ende 
der Templatenukleinsaure regeneriert wird, verhindert 

25 wird. 

20. Verfahren nach einem der vorangehenden 
Anspruche, bei dem mindestens eine Initiatornuklein- 
saure eine Ribonukleinsaure ist. 

30 

21* Verfahren nach Anspruch 20, bei dem der RNA- 
Initiator nach Auffullen zum Doppelstrang zumindest 
partiell durch eine Ribonuklease abgebaut wird. 
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22. Verfahren nach einem der vorangehenden 
Anspruche, bei den mindestens eine Initiatornuklein- 
saure ein Nukleinsaureanalogon ist. 

5 23. Verfahren nach Anspruch 22, bei dem das 

Nukleinsaureanalogon Peptide Nucleic Acid (PNA) ist. 

24. Verfahren nach einem der vorangehenden 
Anspriiche, bei dem ein Gemisch von Templatenuklein- 
10 sauren kopiert und gegebenenf alls amplif iziert wird. 



25. Verfahren nach einem der vorangehenden 
Anspruche, bei dem ein Gemisch von Initiatornuklein- 
sauren eingesetzt wird. 

15 

26. Verfahren zur Amplif ikation von Nukleinsauren, 
bei dem das Verfahren nach einem der vorangehenden 
Anspruche einer PCR-Reaktion oder einer anderen 
primerabhangigen Amplif ikationsreaktion vorgeschaltet 

20 ist. 



27. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem 
Nukleinsauremolekule ohne Sequenzkomplementaritat 
miteinander fusioniert werden. 

25 

28. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem eine 
einzelstrangige Nukleinsaure als Ausgangs template dient 
und dem hybridisier\ingsunabhangigen Reaktionsschritt 
die Hybridisierung einer zum 3'-Ende des Templates 

30 komplementaren Initiatornukleinsaure an das Template 

und die Polymerase-katalysierte Auffullung des Doppel- 
stranges vorangehen. 
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29. Verfahren zur Umschreibung von RNA in doppel- 
strangige DNA bei gleichzeitiger Amplif ikation, 
umfassend das Verfahren nach Anspruch 28. 

5 30. Verfahren zur sequenzunspezif ischen 

Fusionierung von Nukleinsauren, umfassend das Verfahren 
nach Anspruch 1. 

31. Verfahren zum shuffling von DNA ohne Sequenz- 
10 homologie, umfassend das Verfahren nach Anspruch 1. 

32. Verfahren zur Herstellung von Random-DNA 
grofier Lange, umfassend das Verfahren nach Anspruch 1. 

15 33. Verfahren zur enzymatischen Synthese von 

Oligonukleotiden beliebiger Sequenz, umfassend das 
Verfahren nach Anspruch 1. 

34. Nukleinsauremolekiil, das in ein Verfahren nach 
20 ein em der vorangehenden Anspruche hergestellt ist. 

35. Zwischenprodukt, das in einem Verfahren nach 
einem der Anspruche 1 bis 33 entsteht. 

25 36. Zwischenprodukt nach Anspruch 35 # das einen 

Komplex aus mindestens einer Nukleinsaure und 
mindestens einem Enzym mit Polymerase -Aktivi tat umfafit. 

37. Proteinmolekul , das unter Verwendung eines 
30 Verfahrens nach einem der Anspruche 1 bis 33 erzeugt 
worden ist, sowie ein entsprechendes Gen. 
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Abbildung 3 
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Abbildung 4 




Abbildung 5 



